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RESUMO 
 
SANTOS, Maricélia Moreira dos. Germinação e morfogênese in vitro de 
Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. 2019. Dissertação (Mestrado em 
Ciências Florestais) – Universidade Federal do Espírito Santo, Jerônimo Monteiro, 
ES. Orientador: Rodrigo Sobreira Alexandre. Coorientadores: José Carlos Lopes e 
Marcos Vinicius Winckler Caldeira. 
 
A Floresta Atlântica é um bioma de grande importância que sofre com ações 
humanas, o que pode levar a extinção de espécies endêmicas de grande valor 
econômico e ecológico, como o jacarandá da Bahia (Dalbergia nigra (Vell.) Allemão 
ex Benth.). Visando auxiliar na multiplicação dessa espécie notável, objetivou-se 
estudar a germinação e a organogênese in vitro de Dalbergia nigra utilizando-se 
explantes juvenis e fitorreguladores, de forma a contribuir com a conservação da 
espécie. Para a desinfestação e germinação in vitro das sementes de Dalbergia 
nigra, foram realizados dois experimentos: 1. Diferentes tempos de imersão (0; 5; 10; 
15; 20 e 25 minutos) em hipoclorito de sódio (NaClO) comercial (2,0-2,5% de cloro 
ativo), realizado em delineamento inteiramente casualizado, em que os tempos de 
imersão no NaClO consistem nos tratamentos, com quatro repetições de 25 
sementes cada, e 2. Diferentes agentes desinfestantes, sendo esses NaClO 
comercial, peróxido de hidrogênio (H2O2), fungicida Captan SC e bactericida 
Kasumin, realizado em delineamento inteiramente casualizado, com sete 
tratamentos e quatro repetições de 10 sementes cada. Foi utilizado o meio de cultura 
Woody Plant Medium - WPM nos experimentos de germinação e desinfestação. 
Para a análise da toxicidade do NaClO em Lactuca sativa L., foram utilizadas cinco 
concentrações de NaClO (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%), solução de glifosato (controle 
positivo) e água destilada (controle negativo), realizado em delineamento 
inteiramente casualizado, com cinco repetições de 25 sementes cada. Para a 
cauligênese in vitro de explantes juvenis de Dalbergia nigra, as plântulas crescidas in 
vitro foram segmentadas em três explantes de 1 cm cada: ápice caulinar, nó 
cotiledonar e raiz. Os explantes foram inseridos em meio de cultura WPM 
suplementado com quatro concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP) (0; 4,44; 
8,88 e 13,32 µM), sendo realizado em delineamento inteiramente casualizado com 
esquema fatorial 3x4 (explantes x BAP), com quatro repetições de cinco explantes 
por tratamento. Para a rizogênese in vitro de explantes juvenis de Dalbergia nigra, 
  
segmentos de nó cotiledonar de plântulas normais crescidas in vitro foram inseridos 
em tubos de ensaio com meio de cultura WPM com quatro concentrações de ácido 
indol-3-butírico (AIB) (0; 4,92; 9,84 e 14,76 µM), sendo conduzido em delineamento 
inteiramente casualizado, com quatro repetições de cinco explantes por tratamento. 
Para a maior desinfestação e menores efeitos danosos às plântulas, recomenda-se 
que as sementes de jacarandá da Bahia sejam submetidas ao tratamento com álcool 
70% por um minuto e ao NaClO por 15 minutos. As concentrações de BAP testadas 
nos explantes juvenis não foram satisfatórias para a cauligênese. Recomenda-se a 
concentração de 4,92 µM de AIB por contribuir no crescimento e desenvolvimento 
radicular sem prejudicar de forma severa o desenvolvimento das brotações. 
 
Palavras-chave: Jacarandá da Bahia, Cultivo in vitro, Explantes juvenis, 
Fitorreguladores. 
  
  
ABSTRACT 
 
SANTOS, Maricélia Moreira dos. Germination and morphogenesis in vitro of 
Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. 2019. Dissertation (Masters in Forest 
Sciences) – Federal University of Espírito Santo, Jerônimo Monteiro, ES. Adviser: 
Rodrigo Sobreira Alexandre. Co-advisers: José Carlos Lopes and Marcos Vinicius 
Winckler Caldeira. 
 
The Atlantic Forest is a biome of great importance that suffers from human actions, 
which can lead to the extinction of endemic species of great economic and ecological 
value, such as the Brazilian rosewood (Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth.). In 
order to aid in the multiplication of this remarkable species, this work aimed to study 
the in vitro germination and organogenesis of Dalbergia nigra using juvenile explants 
and phytoregulators, in order to contribute to the conservation of the species. For 
disinfestation and in vitro germination of Dalbergia nigra seeds, two experiments 
were carried out: 1. Different immersion times (0; 5; 10; 15; 20 and 25 minutes) in 
commercial sodium hypochlorite (NaOCl) (2.0-2.5% active chlorine), in a completely 
randomized design, where the NaOCl immersion times are the treatments, with four 
replicates of 25 seeds each, and 2. Different disinfectant agents, which were 
commercial NaOCl, hydrogen peroxide (H2O2), fungicide Captan SC and bactericidal 
Kasumin, performed in a completely randomized design, with seven treatments and 
four replicates of 10 seeds each. Woody Plant Medium - WPM was used in the 
germination and disinfestation experiments. For the analysis of NaOCl toxicity in 
Lactuca sativa L., it was used five concentrations of NaOCl (0.1, 0.5, 1.0, 1.5 and 
2.0%), glyphosate solution (positive control) and distilled water (negative control), 
carried out in a completely randomized design, with five replicates of 25 seeds each. 
For in vitro cauligenesis of juvenile Dalbergia nigra explants, the seedlings grown in 
vitro were segmented into three explants of 1 cm each: caulinar apex, cotyledonary 
node and root. The explants were inserted in WPM medium supplemented with four 
concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP) (0, 4.44, 8.88 and 13.32 μM), and were 
performed in a completely randomized design with a factorial 3x4 (explants x BAP), 
with four replicates of five explants per treatment. For in vitro rhizogenesis of 
Dalbergia nigra juvenile explants, cotyledonary node segments of normal in vitro 
grown seedlings were inserted into WPM culture medium with four concentrations of 
indole-3-butyric acid (IBA) (0, 4.92, 9.84 and 14.76 μM), being conducted in a 
  
completely randomized design, with four replicates of five explants per treatment. For 
greater disinfestation and less damaging effects to the seedlings, it is recommended 
that Brazilian rosewood seeds be treated with 70% alcohol for one minute and NaOCl 
for 15 minutes. The concentrations of BAP tested in juvenile explants were not 
satisfactory for cauligenesis. The concentration of 4.92 μM of IBA is recommended 
because it contributes to growth and root development without severely harming the 
development of shoots. 
 
Keywords: Brazilian rosewood, In vitro culture, Juvenile explants, Phytoregulators. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A Floresta Atlântica é um bioma de grande importância devido a seu alto 
índice de biodiversidade e endemismo, mas que sofre com a pressão da 
urbanização, pois nele se encontram as maiores cidades do país, que concentram 
70% da população brasileira (IBAMA, 2015). 
O desmatamento pela expansão da agropecuária e catástrofes ambientais, 
como o rompimento das barragens de Fundão, em Mariana/MG em 2015, e na Mina 
Córrego do Feijão, em Brumadinho/MG em 2019, comprometem os já fragmentados 
e desconexos remanescentes de vegetação natural deste bioma, reduzindo-o a 
12,4% da sua cobertura original, sendo classificado como um dos 25 hotspots de 
biodiversidade mundiais (MYERS, 2003; NASCIMENTO et al., 2005; FUNDAÇÃO 
SOS MATA ATLÂNTICA; INPE, 2018). 
Algumas espécies endêmicas, sensíveis a alterações, e de grande valor 
econômico e ecológico encontram-se vulneráveis à extinção em consequência 
dessas perturbações, como a Euterpe edulis Mart. (palmito-juçara), a Melanoxylon 
brauna Schott. (braúna) e a Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. (jacarandá da 
bahia) (BRASIL, 2014). 
O jacarandá da Bahia (Leguminosae - Faboideae) é uma árvore bastante 
apreciada por ser matéria-prima de alta qualidade para a produção de móveis de 
luxo e instrumentos musicais, além de sua boa adaptação em terrenos de baixa 
fertilidade e situações de déficit hídrico, podendo ser usada para recuperação 
ambiental (GONÇALVES et al., 2014; MATOS; BORGES; SILVA, 2015). 
O jacarandá da Bahia sofre com a exploração indiscriminada por sua madeira 
nobre e apresenta dificuldade propagativa, pois besouros curculionídeos da espécie 
Troezon championi (Lima) deposita seus ovos nas sementes, posteriormente 
consumidas pelas larvas, e suas plântulas são bastante apreciadas pelo roedor tapiti 
(Sylvilagus brasiliensis) (SANTOS et al., 1992; CARVALHO, 2003). 
Visando a mitigar o processo de extinção e auxiliar na multiplicação dessa 
espécie notável, tem-se a propagação in vitro como alternativa, pois pelo alto 
controle das condições ambientais, nutricionais e de agentes patogênicos, mudas 
advindas dessa técnica possuem alta qualidade fitossanitária e uniformidade na 
produção em tempo reduzido (REGUEIRA et al., 2018; SILVESTRI et al., 2018). 
Diante dos grandes benefícios da propagação in vitro e a necessidade de 
estudos mais detalhados sobre o comportamento do jacarandá da bahia nessa 
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condição, objetivou-se estudar a germinação e a organogênese in vitro de Dalbergia 
nigra (Vell.) Allemão ex Benth. utilizando-se explantes juvenis e fitorreguladores e, 
assim, poder contribuir com a conservação da espécie. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 
Estudar a germinação e a organogênese in vitro de Dalbergia nigra (Vell.) 
Allemão ex Benth. utilizando-se explantes juvenis e fitorreguladores. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Desinfestar e germinar in vitro sementes de Dalbergia nigra (Vell.) Allemão 
ex Benth.; 
 Multiplicar in vitro explantes provenientes de plântulas de Dalbergia nigra 
(Vell.) Allemão ex Benth. obtidas do processo de germinação in vitro; 
 Enraizar in vitro brotações provenientes do processo de multiplicação in 
vitro de Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 Aspectos gerais de Dalbergia nigra 
 
O jacarandá da Bahia ou jacarandá caviúna (Dalbergia nigra (Vellozo) 
Allemão ex Bentham) é uma árvore leguminosa (Faboideae), com características de 
espécie secundária e se distribui na Floresta Atlântica dos estados da Bahia, Espírito 
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e São Paulo, sendo considerada endêmica 
dessa região, que é classificada como um dos 25 hotspots de biodiversidade 
mundiais (CARVALHO, 2003; MYERS, 2003). 
A Dalbergia nigra possui altura média entre 15 e 25 metros, tronco tortuoso a 
irregular, folhas compostas, alternadas, parimpenadas, contendo de 10 a 20 folíolos 
glabrescentes e floresce e frutifica em intervalos de 2 a 3 anos, em geral nos meses 
de agosto e setembro (RÊGO; POSSAMAI, 2003; LORENZI, 2016). 
O fruto é um legume do tipo sâmara, oblongo, indeiscente, seco, de coloração 
castanha, rugoso e brilhoso, contendo de uma a duas sementes, cuja dispersão se 
dá pelo vento (anemocoria), e as sementes são oblongas, lisas, com coloração 
castanha, hilo bem demarcado, achatadas e pequenas, variando de 7,0 a 10,0 mm 
de comprimento por 5,9 a 8,8 mm de largura (BRAZ et al., 2009). 
 As sementes de jacarandá da Bahia são constantemente atacadas por 
besouros curculionídeos da espécie Troezon championi (Lima), que deposita seus 
ovos nelas e, posteriormente, são consumidas pelas larvas, e suas plântulas são 
bastante apreciadas pelo roedor tapiti (Sylvilagus brasiliensis) (SANTOS et al., 1992; 
CARVALHO, 2003). 
A madeira do jacarandá da Bahia possui densidade média de 0,85 g cm3, com 
cerne pardo-escuro arroxeado e listras pretas, características bastante apreciadas 
pela indústria moveleira, de peças artesanais e de confecção de instrumentos 
musicais há mais de 300 anos e que, somados à exploração indiscriminada da 
espécie e fragmentação de seu habitat, a levou à condição de vulnerabilidade a 
extinção (MILLER; WIEMANN, 2006; BRASIL, 2014). 
O jacarandá da Bahia é uma planta rústica, de grande importância, adaptada 
a condições de baixa fertilidade do solo e situações de déficit hídrico, além de ser 
uma leguminosa fixadora de N2, apresentando grande potencial para recuperação de 
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áreas degradadas (DIAS et al., 2006; GONÇALVES et al., 2014; MATOS; BORGES; 
SILVA, 2015).  
 
3.2 Propagação vegetativa in vitro 
 
A cultura de tecidos vegetais é um conjunto de técnicas cuja premissa é a 
cultura de parte de alguma estrutura da planta (célula, órgão ou tecido), denominado 
explante, em um meio nutritivo adequado, sendo esse processo realizado em 
condições assépticas e controladas (KIELSE et al., 2009). 
Com o rápido avançar da cultura de tecidos vegetais, é possível observar 
diversas aplicações, como a limpeza clonal, produção de variantes somaclonais, 
quebra de barreira de incompatibilidade genética, produção de plantas transgênicas, 
conservação de material genético e a propagação vegetativa in vitro (ALI et al., 
2012). 
A propagação vegetativa in vitro é uma técnica de multiplicação assexuada e 
vem sendo bastante utilizada nas últimas décadas, especialmente nos plantios de 
Eucalyptus sp., apresentando vantagens como a conservação de germoplasma, 
desenvolvimento de sementes sintéticas, diminuição no tempo e uniformidade de 
produção de mudas, entre outras (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013; REGUEIRA 
et al., 2018). 
A necessidade de altos investimentos, treinamento especializado, constante 
risco de contaminação por microrganismos, além da necessidade de desenvolver um 
protocolo específico para cada espécie, faz com que a propagação vegetativa in 
vitro ainda seja pouco utilizada em espécies lenhosas, mesmo sendo uma alternativa 
para a superação de dificuldades na propagação seminal (XIAO; NIU; KOZAI, 2011; 
OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). 
A propagação vegetativa in vitro divide-se em cinco estádios de 
desenvolvimento: seleção e preparação da planta-matriz; estabelecimento do 
explante em cultura asséptica; multiplicação do explante (formação de embriões ou 
brotações e posterior enraizamento); aclimatização das novas plantas (cultivo ex 
vitro em ambiente controlado); e transferência para as condições de cultivo 
adequadas a cultura em questão (GEORGE; DEBERGH, 2008). 
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3.2.1 Explante 
 
O explante é alguma parte da planta (célula, órgão ou tecido), seja ela adulta 
ou jovem, seccionada para o cultivo em meio nutritivo, em condições assépticas e 
ambiente controlado, cuja escolha é influenciada por diversos fatores, principalmente 
em relação a sua idade ontogenética (ciclófise) ou posição em que o explante é 
colhido (topófise) (Figura 1) (XAVIER; COMÉRIO, 1996; CID; TEIXEIRA, 2015). 
 
Figura 1. Gradientes de juvenilidade-maturidade que se inicia quase na base da árvore. 
Esquerda: o gradiente do estado juvenil em A > F > E > D > C > B. Direita: o gradiente do 
estado juvenil em A > G; B: broto originário de raízes adventícias; C: brotos epicórmicos; D: 
esferoblastos (adventícias); E - F: brotação de touças, onde B - F: representam brotações 
juvenis. Fonte: Higashi; Silveira; Gonçalves (2000). 
 
 
 
Tecidos meristemáticos e tecidos mais jovens são preferíveis por 
responderem melhor na propagação vegetativa in vitro, uma vez que apresentam 
células com menor grau de diferenciação, podendo assim ser mais facilmente 
induzidas à morfogênese e produção de um novo indivíduo (SOUZA et al., 2011; 
PASQUAL et al., 2012). 
 
3.2.2 Desinfestação dos explantes 
 
A contaminação dos explantes é um dos maiores desafios do cultivo in vitro, 
pois sua erradicação é difícil e a condição nutricional do meio de cultura e do 
ambiente é favorável também ao crescimento de colônias de microrganismos que, 
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além de competirem com os explantes pelos nutrientes do meio de cultura, podem 
ser patógenos ou excretarem substâncias tóxicas, e que acabam interferindo no 
desenvolvimento dos explantes, podendo levá-los à morte (OYEBANJI et al., 2009; 
COSTA; SCHERWINSKI-PEREIRA; OTONI, 2012). 
Além dos microrganismos, o próprio processo de desinfestação pode ser 
prejudicial ao explante, pois, dependendo do agente desinfestante utilizado, é 
possível que este seja tóxico, a exemplo de alguns fungicidas, sendo necessárias 
avaliações de fitotoxidez (PASQUAL et al., 2012). Em geral, utiliza-se o álcool 70% e 
o hipoclorito de sódio (NaClO) ou hipoclorito de cálcio (Ca(OCl)2), mas outros 
agentes desinfestantes também são recorrentes como o cloreto de mercúrio (HgCl2), 
o ácido clorídrico (HCl) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (GRATTAPAGLIA; 
MACHADO, 1998; XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). 
A desinfestação atinge somente a parte externa do explante, podendo alguns 
microrganismos estar dentro do tecido e somente se manifestarem quando esse for 
disposto em meio de cultura, prejudicando a produção (COSTA; SCHERWINSKI-
PEREIRA; OTONI, 2012). 
Uma das técnicas para obter explantes com menor nível de contaminação é a 
germinação in vitro de sementes de plantas sadias, pois apresentam menor risco de 
contaminação endógena pela qualidade fitossanitária da planta matriz, somado ao 
fato de produzir tecidos juvenis, preferíveis na propagação in vitro quando 
comparado a explantes de plantas adultas, pela resposta mais eficiente quando 
dispostos em meio nutritivo adequado (SOUZA et al., 2011; XAVIER; WENDLING; 
SILVA, 2013). 
 
3.2.3 Meio nutritivo 
 
Diversos fatores passíveis de controle podem influenciar positiva ou 
negativamente o sucesso da propagação vegetativa in vitro, como a temperatura, 
umidade relativa, fotoperíodo, irradiância e qualidade espectral da sala de 
crescimento, a desinfestação do explante, mas o fator determinante para o bom 
desenvolvimento do explante é o meio nutritivo em que se encontra (LEITZKE; 
DAMIANI; SCHUCH, 2010). 
O meio de cultura tem a importante função de fornecer ao explante as 
substâncias necessárias para que um novo indivíduo seja desenvolvido (CALDAS; 
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HARIDASAN; FERREIRA, 1998; XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). Essas 
necessidades variam de espécie para espécie, mas, em geral, o Woody Plant 
Medium - WPM (Quadro 1) tem mostrado resultados mais satisfatórios no cultivo in 
vitro de plantas lenhosas quando comparado a outros mais tradicionais, como o 
Murashige & Skoog - MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962; LLOYD; McCOWN, 1980; 
SANTOS-SEREJO et al., 2006; ROSSI; SARTORETTO, 2014). 
 
Quadro 1. Composição do meio de cultura Woody Plant Medium - WPM (LLOYD; 
McCOWN, 1980) (Sigma-Aldrich®) 
 Composição Concentração (mg L-1) 
Macroelementos 
Nitrato de amônio (NH4NO3) 400 
Cloreto de cálcio (CaCl2) 72,5 
Nitrato de cálcio monohidratado (Ca(NO3)2) 386,34 
Sulfato de magnésio (MgSO4) 180,69 
Fosfato monopotássico (KH2PO4) 170 
Sulfato de potássio (K2SO4) 990 
Microelementos 
Ácido bórico (H3BO3) 6,2 
Sulfato de cobre pentahidratado 
(CuSO4.5H2O) 
0,025 
Sal dissódico di-hidratado do ácido 
etilenodiaminotetracético 
(C10H14N2O8Na2.2H2O) 
37,3 
Sulfato ferroso heptahidratado 
(FeSO4.7H2O) 
27,8 
Sulfato de manganês monohidratado 
(MnSO4.H2O) 
22,3 
Ácido molibdico (sal de sódio) 
(Na2MoO4.2H2O) 
0,213 
Sulfato de zinco heptahidratado 
(ZnSO4.7H2O) 
8,6 
Vitaminas 
Mio-Inositol (C6H12O6) 100 
Ácido nicotínico (ácido livre) (C6H5NO2) 0,5 
Piridoxina HCl (C8H11NO3.HCl) 0,5 
Cloridrato de tiamina (C12H17ClN4OS.HCl) 1 
Aminoácido Glicina (C2H5NO2) 2 
 
O meio WPM possui essa melhor adaptação por ter sido desenvolvido para 
espécies lenhosas, possuindo macronutrientes menos concentrados em relação ao 
MS (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; MELO et al., 1999). Deve-se atentar não 
somente à composição do meio de cultura, mas a outros compostos e suas 
concentrações, tais como o agente geleificante, a sacarose, fonte de carboidrato 
para o explante, e os reguladores de crescimento, muitas vezes responsáveis pelo 
sucesso na multiplicação dos propágulos (NERY et al., 2008; CHAGAS et al., 2009; 
PINHAL et al., 2011). 
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3.2.4 Multiplicação dos explantes 
 
A propagação vegetativa in vitro pode ser conduzida de diversas formas, 
variando pelo tipo de explante usado até o objetivo a ser alcançado, destacando-se 
que nem sempre os tecidos são responsivos aos estímulos dos reguladores de 
crescimento, independente da concentração imposta, e que o excesso destes pode 
até inibir a formação dos tecidos desejados, sendo necessário um equilíbrio na 
interação de auxina e citocinina (ALVES; XAVIER; OTONI, 2004; LEMOS, 2015). 
As formas mais difundidas de propagação vegetativa in vitro são a 
proliferação de gemas axilares, especialmente com espécies lenhosas, a 
embriogênese somática e a proliferação de gemas adventícias por meio da 
organogênese (GOMES; CANHOTO, 2003; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013; 
XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). 
A embriogênese somática consiste na formação de embriões a partir de 
células haploides (somáticas), sem fusão gametofítica, mas semelhantes aos 
embriões zigóticos, dando origem a uma planta normal (PINHAL et al., 2011; 
ZIMMERMANN, 2015). 
A organogênese é um processo natural do desenvolvimento vegetal, em que 
há a formação associada de estruturas funcionalmente organizadas (parte aérea e 
raízes), mas que pode ser induzida em tecidos não meristemáticos, de forma direta 
(sem proliferação de calos) ou indireta (com proliferação de calos ou cultura de 
células em suspensão), podendo ser dividida em cauligênese e rizogênese 
(SOARES et al., 2007; LEMOS, 2015; TAIZ et al., 2017). 
 
3.2.4.1 Cauligênese 
 
A indução de novas gemas e brotos a partir de um explante pela 
organogênese, seja ela direta ou indireta, é denominada cauligênese (LEMOS, 
2015). As citocininas, naturalmente sintetizadas localmente no nó ou nas raízes e 
transportadas para a parte aérea pelo xilema, desempenham papel importante 
nessa indução, agindo diretamente na quebra da dormência apical das gemas 
axilares por impedir a biossíntese do hormônio estrigolactona que, junto com as 
auxinas, atua na dominância apical do caule (TAIZ et al., 2017). 
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Existem diversos tipos de citocininas sintéticas, como o tidiazuron (TDZ), 
cinetina (CIN), 2-isopenteniladenina (2iP), porém a mais difundida por apresentar 
custo reduzido e resultados mais satisfatórios, por ser derivada de adenina e os 
tecidos vegetais metabolizarem mais rapidamente hormônios naturais, é a 6-
benzilaminopurina (BAP) (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 
 
3.2.4.2 Rizogênese 
 
A indução de raízes a partir de um explante pela organogênese, seja ela 
direta ou indireta, é denominada rizogênese (LEMOS, 2015). Os principais 
hormônios envolvidos nessa indução são as auxinas, por formar um complexo que 
direciona o RNA a ativar enzimas, que resultam nos primórdios das raízes laterais 
nas plantas (HARTMANN et al., 2010). 
A auxina sintética mais utilizada na propagação vegetativa in vitro é o ácido 
indol-3-butírico (AIB), por ser mais responsivo na promoção de raízes, quimicamente 
mais estável, possui maior aderência aos tecidos vegetais, se associando 
rapidamente com o ácido indol-3-acético (AIA) existente, sofrer menor degradação 
pela luz, além de ser menos fitotóxico (FOCHESATO et al., 2006; FIGUEIREDO et 
al., 2009; LEMOS, 2015; TAIZ et al., 2017). 
 
3.3 Propagação vegetativa in vitro de Dalbergia spp. 
 
Os estudos sobre a propagação vegetativa in vitro de espécies do gênero 
Dalbergia começaram na década de 1980, com trabalhos importantes como o de 
Datta, Datta e Pramanik (1983). Os autores utilizaram explantes juvenis (plântulas 
provenientes de germinação in vitro) e adultos (segmentos nodais de árvores de 30 
anos) de Dalbergia sissoo Roxb., sendo os juvenis não tão bem responsivos como 
os adultos. Diferentes tipos e concentrações de auxinas e citocininas foram 
utilizados e o melhor resultado foi a combinação de AIA (2,85 µM) e CIN (4,65 µM) 
em meio de cultura MS, com 100% dos brotos enraizados. 
Outro trabalho pioneiro com o gênero foi o de Rao (1986), com Dalbergia 
latifolia Roxb., utilizando-se segmentos nodais de plantas adultas de 5-6 anos como 
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explantes. A melhor combinação de reguladores de crescimento analisada para a 
organogênese indireta nesse estudo foi de 22,20 µM de BAP e 2,68 µM de ácido 1-
naftalenoacético (ANA), obtendo 40-46 brotos por explante num período de 15-21 
dias. 
A ação de agentes antioxidantes e desinfestantes em sementes de Dalbergia 
nigra in vitro com a presença ou ausência do tegumento, verificou-se na germinação, 
maiores respostas (73%), quando houve embebição em água por 8 horas, sem 
tegumento (MELLO, 1996). Este autor recomenda o peróxido de hidrogênio 40% 
para desinfestação, pois com ele houve maior germinação e menor oxidação do 
meio de cultura. Para a multiplicação, o nó cotiledonar em meio de cultura MS 
suplementado com 2,0 µM de BAP emitiu a maior média de brotações (2,7). Obteve-
se melhor enraizamento das brotações (93,3%), quando se utilizou meio de cultura 
MS com metade da concentração total de sais suplementado com 4,0 µM de ANA. 
Como um dos obstáculos da propagação in vitro é a oxidação dos explantes, 
Sartor et al. (2013) avaliaram a presença e ausência de complexantes (PVP) e 
antioxidantes (carvão ativado) em dois tipos de meio de cultura (MS e WPM), além 
de concentrações de BAP. Como explantes, utilizaram-se meristemas apicais e 
gemas axilares de plântulas de Dalbergia nigra. Não se obteve diferença significativa 
entre os meios de cultura e na diminuição da oxidação, nem com presença ou 
ausência de complexantes e antioxidantes. 
Em outro estudo, Sartor et al. (2014) analisaram as respostas calogênicas 
induzidas em explantes de folíolos e raízes de Dalbergia nigra em diferentes meios 
de cultura (MS e WPM) e concentrações dos reguladores de crescimento AIA (1; 5 e 
10 μM), ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) (1; 5 e 10 μM) e BAP (10 μM). Os autores 
observaram que explantes foliares em meio de cultura MS contendo 1 μM de AIA e 
10 μM de BAP obteve a resposta de calos friáveis mais significativa, sendo 
recomendada para formação de novos brotos via organogênese indireta. 
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4 METODOLOGIA 
 
Os experimentos foram realizados no Laboratório de Cultura de Tecidos 
Vegetais do Departamento de Ciências Florestais e da Madeira, Universidade 
Federal do Espírito Santo, no município de Jerônimo Monteiro, Espírito Santo. 
Foram utilizadas sementes maturas de Dalbergia nigra colhidas em matrizes 
situadas no município de Viçosa, Minas Gerais (20°45'35.1" S, 42°52'06.1" W), 
adquiridas junto à Sociedade de Investigações Florestais (SIF), Universidade 
Federal de Viçosa (UFV), via comercialização, sendo a SIF registrada no Ministério 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). 
À exceção do experimento de toxicidade do NaClO em Lactuca sativa L., os 
experimentos foram mantidos em sala de crescimento sob densidade de fluxo de 
fótons fotossintéticos de 90 μmol m-2 s-1, obtida por lâmpadas de LED branca, com 
fotoperíodo de 12 horas e temperatura de 27±2 °C. 
 
4.1 Desinfestação e germinação de sementes in vitro de Dalbergia nigra 
 
4.1.1 Desinfestação e germinação in vitro de sementes de Dalbergia 
nigra com diferentes tempos de imersão no NaClO  
 
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 
quatro repetições de 25 sementes cada. Em câmara de fluxo laminar, todas as 
sementes foram imersas em álcool 70% por um minuto e em hipoclorito de sódio 
(NaClO) comercial (2,0-2,5% de cloro ativo) (Candura®) em tempos variados (0; 5; 
10; 15; 20 e 25 minutos). Após a imersão das sementes em cada agente 
desinfestante, foi feita a tríplice lavagem com água destilada e autoclavada durante 
30 minutos à temperatura de 121 ºC e a pressão de 1 atm. 
Foi disposta uma semente por tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de 
cultura Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD; McCOWN, 1980) (Sigma-Aldrich®), 
suplementado com 3% de sacarose (Dinâmica®), 100 mg L-1 de mio-inositol (Sigma-
Aldrich®), com pH ajustado a 5,7±0,1 e solidificado com 7 g L-1 de ágar (Kasvi®), 
esterilizado por autoclavagem durante 20 minutos à temperatura de 121 ºC e a 
pressão de 1 atm. 
  25 
 
Após 30 dias foram analisados: contaminação (%), germinação (%), sementes 
não germinadas (%), índice de velocidade de germinação, tempo médio de 
germinação (dias), plântulas normais (%), plântulas anormais (%), comprimento total 
(cm), número de folhas, diâmetro do colo (mm), e matéria seca total (mg). Os dados 
foram submetidos à análise de variância e as médias inicialmente comparadas por 
meio de regressão (p<0,05), utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2014). 
 
4.1.2 Desinfestação e germinação in vitro de sementes de Dalbergia 
nigra com diferentes agentes desinfestantes 
 
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 
sete tratamentos e quatro repetições de 10 sementes cada. Em câmara de fluxo 
laminar, as sementes de cada tratamento foram imersas em álcool 70º por um 
minuto, seguido pela imersão nos agentes desinfestantes (Tabela 1), e, nos 
tratamentos com ausência de resíduo, realizou-se a tríplice lavagem em água 
destilada e autoclavada. Os tratamentos foram constituídos de diferentes 
combinações de agentes desinfestantes: NaClO comercial (2,0-2,5% de cloro ativo) 
(Candura®), peróxido de hidrogênio (H2O2) (Alphatec
®), fungicida Captan SC 
(Adama®) e bactericida Kasumin (Arysta LifeScience®). 
 
Quadro 2. Agentes desinfestantes, concentrações e tempos de imersão de sementes de 
Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. 
Tratamentos Concentrações Imersão (min) Resíduo 
NaClO 2,5% 15 ausência 
Captan + Kasumin 2,5% + 1 mL L-1 5 + 10 ausência 
Captan + Kasumin 2,5% + 1 mL L-1 5 + 10 presença 
H2O2 10% v/v 5 ausência 
H2O2 20% v/v 5 ausência 
NaClO + H2O2 2,5% + 10% v/v 15 + 5 ausência 
NaClO + H2O2 2,5% + 20% v/v 15 + 5 ausência 
 
Para o estabelecimento, foi disposta uma semente por tubo de ensaio 
contendo 10 mL de meio de cultura WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) suplementado 
com 30 g L-1 de sacarose (Dinâmica®), 0,1 g L-1 de mio-inositol (Sigma-Aldrich®), 
com pH ajustado a 5,7 ± 0,1 e solidificado com 5,5 g L-1 de ágar (Kasvi®), 
autoclavado durante 20 minutos à uma temperatura de 121 ºC com pressão de 1 
atm. 
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Após 30 dias foram analisados: contaminação (%), germinação (%), sementes 
não germinadas (%), índice de velocidade de germinação, tempo médio de 
germinação (dias), plântulas normais (%), plântulas anormais (%), comprimento de 
parte aérea (cm), comprimento de raiz (cm), matéria seca de parte aérea (mg), 
matéria seca de raiz (mg) e matéria seca total (mg). Os dados foram submetidos à 
análise de variância e as médias comparadas pelo teste de agrupamento de médias 
de Scott-Knott (p<0,05), utilizando-se o programa GENES (CRUZ, 2016). 
 
4.2 Toxicidade do NaClO em Lactuca sativa L. 
 
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em 
que cinco concentrações de NaClO (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%), solução do herbicida 
glifosato (controle positivo) e água destilada (controle negativo) consistiram nos 
tratamentos, com cinco repetições de 25 sementes cada. Foram utilizadas sementes 
de alface (Lactuca sativa L.) da cultivar Manteiga (Feltrin Sementes®) para o teste de 
toxicidade. 
As sementes foram dispostas em placas de Petri com papel Germitest®, 
umedecido com 2,5 mL com solução de cada tratamento, que foram mantidas em 
câmara de germinação do tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) com 
fotoperíodo de 12 horas e temperatura de 27±2 °C. A germinação foi contabilizada 
no espaço de oito em oito horas durante 48 horas.  
Após 48 horas, foi analisado o índice de velocidade de germinação e aferido o 
comprimento de raiz (cm) com paquímetro digital. Foram selecionadas 
aleatoriamente dez plântulas de cada tratamento para a fixação em solução de 
metanol e ácido acético (3:1), posteriormente acondicionadas em freezer. Após 120 
horas, foi aferido o comprimento de parte aérea (cm) das plântulas continuadas nas 
placas de Petri com paquímetro digital. 
Para a determinação do índice mitótico, empregou-se a técnica de 
esmagamento (GUERRA; SOUZA, 2002), sendo que, em temperatura ambiente, as 
plântulas fixadas foram submetidas à tríplice lavagem com água destilada (10 
minutos cada lavagem), imersas em solução de HCl 5N por 18 minutos e novamente 
em água destilada por 10 minutos. 
Em lâmina para microscopia, foi retirada a coifa para a obtenção do 
meristema apical, adicionando-se orceína acética a 2%, cobrindo com lamínula e 
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pressionando o material. As lâminas foram observadas em microscópio com lente 
objetiva (Nikon® BE Plan 40x /0.65). Foram contabilizadas por observação de 1000 
células por tratamento, contabilizando as células em interfase, prófase, metáfase, 
anáfase, telófase, células em divisão, o índice mitótico (%) e alterações 
cromossômicas (%). 
O índice mitótico foi obtido dividindo-se o número de células em mitose pelo 
número total de células observadas, multiplicando por 100. Os dados foram 
submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Dunnett 
(p<0,05), utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2014). 
 
4.3 Cauligênese in vitro de explantes juvenis de Dalbergia nigra 
 
Plântulas crescidas in vitro foram segmentadas em três explantes de 1 cm 
cada: ápice caulinar, nó cotiledonar e raiz. Os explantes foram inseridos em meio de 
cultura WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) suplementado com 3% de sacarose 
(Dinâmica®), 100 mg L-1 de mio-inositol (Sigma-Aldrich®), com pH ajustado a 5,7±0,1 
e solidificado com com 6 g L-1 de ágar (Kasvi®), com diferentes concentrações de 6-
benzilaminopurina (BAP) (Sigma-Aldrich®) (0; 4,44; 8,88 e 13,32 µM). O experimento 
foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com esquema fatorial 3x4 
(explantes x BAP), com quatro repetições de cinco explantes por tratamento.  
Após 30 dias de cultivo foram analisados: número de brotos, número de 
folhas, altura de brotos (cm), matéria seca de brotos (mg), matéria seca de calos 
(mg) e matéria seca total (mg). Os dados foram submetidos à análise de variância e 
a interação foi analisada por meio de regressão (p<0,05), as médias referentes aos 
tipos de explantes comparadas por teste de Tukey (p<0,05) e as concentrações de 
BAP por meio de regressão (p<0,05), utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 
2014). 
 
4.4 Rizogênese in vitro de explantes juvenis de Dalbergia nigra 
 
Segmentos de nó cotiledonar de plântulas normais crescidas in vitro foram 
inseridos em tubos de ensaio com meio de cultura WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) 
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suplementado com 3% de sacarose (Dinâmica®), 100 mg L-1 de mio-inositol (Sigma-
Aldrich®), com pH ajustado a 5,7±0,1 e solidificado com 6 g L-1 de ágar (Kasvi®), com 
diferentes concentrações de ácido indol-3-butírico (AIB) (Vetec®) (0; 4,92; 9,84 e 
14,76 µM). O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, 
em que os tratamentos foram as concentrações de AIB (0; 4,92; 9,84 e 14,76 µM), 
com quatro repetições de cinco explantes por tratamento. 
Após 30 dias de cultivo foram analisados: número de folhas, comprimento de 
brotos (cm), número de raízes, comprimento de raiz (cm), matéria seca de brotos 
(mg), matéria seca de raízes (mg), matéria seca de calos (mg) e matéria seca total 
(mg). Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 
por meio de regressão (p<0,05), utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 
2014). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Desinfestação e germinação in vitro de sementes de Dalbergia nigra 
 
5.1.1 Desinfestação e germinação in vitro de sementes de Dalbergia 
nigra com diferentes tempos de imersão no NaClO 
 
Houve diferença significativa, em nível de 5% de probabilidade, para as 
variáveis contaminação, sementes não germinadas, plântulas normais, plântulas 
anormais e diâmetro do colo (Figura 2). 
 
Figura 2. (A) Contaminação (%), (B) germinação (%), (C) sementes não germinadas (%), 
(D) índice de velocidade de germinação (IVG), (E) tempo médio de germinação (TMG) 
(dias), (F) plântulas normais (%), (G) plântulas anormais (%), (H) comprimento total (CT) 
(cm), (I) número de folhas, (J) diâmetro do colo (mm) e (K) matéria seca total (mg) de 
Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. após diferentes tempos de imersão de sementes 
em NaClO. **Significativo em nível de 5% de probabilidade. Obs.: PMET. Ponto de máxima 
eficiência técnica.  
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A menor contaminação das sementes foi observada ao utilizar na 
desinfestação NaClO por 15 minutos. Verifica-se que o tempo de aproximadamente 
14 minutos em NaClO foi o que permitiu atingir o maior percentual de plântulas 
normais, que foi de 41,95% (Figura 1.F). As sementes não germinadas 
apresentaram características de dormência e deterioração. 
A contaminação observada foi 100% bacteriana, o tipo mais comum e 
problemático de contaminação, porque grande parte dos microrganismos encontra-
se dentro dos explantes, o que dificulta sua eliminação (PASQUAL et al., 2012). 
Portanto, há necessidade de estudos utilizando outros agentes desinfestantes que 
atinjam uma maior variedade de microrganismos, de modo a possibilitar menor 
contaminação da semente, permitindo que a mesma expresse todo o seu potencial 
na formação de plântulas normais. 
A média de germinação foi de 52,42% com a utilização de NaClO, similar ao 
observado por Mello (1996), em Dalbergia nigra com 55% de germinação utilizando-
se como agente desinfestante in vitro o peróxido de hidrogênio (H2O2). Entretanto, 
quando comparado com o trabalho de Andrade et al. (2006), na condição ex vitro, 
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em que as sementes de Dalbergia nigra foram semeadas nos substratos rolo de 
papel, sobre papel e sobre vermiculita, e a germinação foi de 75,67%, esses valores 
são considerados baixos. 
O NaClO adsorve na superfície da semente e mesmo após várias lavagens 
com água, o resíduo é suficiente para provocar reações com compostos orgânicos. 
Com o aumento do tempo de exposição ao produto, há mais resíduo adsorvido na 
semente, que reage com aminoácidos, gerando alta concentração de cloreto de 
amônio (NH4CL) e dióxido de carbono (CO2) no tubo de ensaio, além da hidrólise do 
NaClO produzir ácido hipocloroso (HClO), composto tóxico que leva a alterações 
celulares, fotossintéticas, entre outras, refletindo negativamente no desenvolvimento 
da plântula, observado no percentual de plântulas anormais nos tempos de 15; 20 e 
25 minutos (ABDUL-BAKI, 1974; KANEKO; MOROHASHI, 2003; ANDRADE; 
ARAGÃO; FURLAN, 2009; GAMAGE et al., 2018). 
 
5.1.2 Desinfestação e germinação in vitro de sementes de Dalbergia 
nigra com diferentes agentes desinfestantes 
 
Com a finalidade de potencializar o número de plântulas normais e diminuir a 
alta porcentagem de contaminação, realizou-se o experimento II de desinfestação 
com a inclusão dos agentes desinfestantes peróxido de hidrogênio (H2O2) 
(Alphatec®), o fungicida Captan SC (Adama®) e o bactericida Kasumin (Arysta 
LifeScience®). Foi selecionado o tempo de 15 minutos de imersão no NaClO como 
um dos tratamentos do segundo experimento de desinfestação, por apresentar 
menor porcentagem de contaminação no experimento de desinfestação. 
Houve diferença significativa, em nível de 5% de probabilidade, para as 
variáveis contaminação, comprimento da parte aérea, matéria seca da parte aérea, 
matéria seca da raiz e matéria seca total (Tabela 1). 
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Tabela 1. Tratamentos de desinfestação sobre a germinação, vigor e crescimento in vitro de 
plântulas de Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. 
TRAT CONT (%) GER (%) SNG (%) IVG TMG (dias) PN (%) 
T1      7,5 b(1)   87,5ns   12,5ns   1,095ns   10,3ns   75,0ns 
T2 15,0 b 72,5 27,5 0,932 10,8 65,0 
T3 30,0 a 70,0 30,0 0,815 9,2 47,5 
T4 20,0 a 87,5 12,5 0,870 11,1 72,5 
T5 25,0 a 70,0 30,0 0,842 10,2 67,5 
T6 12,5 b 75,0 25,0 0,985 10,3 65,0 
T7 12,5 b 82,5 17,5 1,220 8,9 70.0 
TRAT PA (%) CPA (cm) CR (cm) MSPA (mg) MSR (mg) MST (mg) 
T1   12,5ns 6,63 b   2,93ns 8,04 a 31,45 a 39,49 a 
T2   7,5 7,27 a 3,57 8,61 a 27,40 a 36,02 a 
T3 22,5 8,33 a 4,12 8,78 a 30,94 a 39,72 a 
T4 15,0 5,85 b 3,15 5,48 b 20,67 b 26,16 b 
T5   2,5 6,54 b 3,18 4,87 b 30,54 a 35,42 a 
T6 10,0 6,86 b 2,99 6,16 b 31,60 a 37,76 a 
T7 12,5 7,95 b 4,54 8,44 a 29,65 a 38,09 a 
 (1)Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott 
(p<0,05).
 ns
Não significativo. Abreviações: TRAT. Tratamentos (T1. Álcool 70º 1 min + NaClO 2,5% 15 
min; T2. Álcool 70º 1 min + Captan
®
 0,5% 5 min + Kasumin
®
 1 mL L
-1
 10 min sem resíduo; T3. Álcool 
70º 1 min + Captan
®
 0,5% 5 min + Kasumin
®
 1 mL L
-1
 10 min com resíduo; T4. Álcool 70º 1 min + 
H2O2 10% 5 min; T5. Álcool 70º 1 min + H2O2 20% 5 min; T6. Álcool 70º 1 min + NaClO 2,5% 15 min 
+ H2O2 10% 5 min; T7. Álcool 70º 1 min + NaClO 2,5% 15 min + H2O2 20% 5 min); CONT. 
Contaminação (%); GER. Germinação (%); SNG. Sementes não germinadas (%); IVG. Índice de 
velocidade de germinação; TMG. Tempo médio de germinação (dias); PN. Plântulas normais (%); PA. 
Plântulas anormais (%); CPA. Comprimento de parte aérea (cm); CR. Comprimento de raiz (cm); 
MSPA. Matéria seca da parte aérea (mg); MSR. Matéria seca de raiz (mg); MST. Matéria seca total 
(mg). 
  
Os tratamentos T1, T2, T6 e T7 alcançaram menores porcentagens de 
contaminação, não diferindo estatisticamente entre si. O T1, além de estar no grupo 
dos tratamentos com menor contaminação, apresentou plântulas com matéria seca 
de parte aérea, de raiz e total superiores, estatisticamente (Tabela 1). Essas são 
variáveis importantes, pois demonstram o bom crescimento dessas plântulas in vitro, 
condição necessária para obter resultados promissores no processo de 
aclimatização, especialmente no que se refere ao desenvolvimento radicular 
(DAMIANI; SCHUCH, 2009). 
Outro ponto a destacar é que somente o T1 apresentou valores superiores de 
matéria seca de parte aérea e inferiores de comprimento de parte aérea, sugerindo 
que as plântulas desse tratamento produziram crescimento radial e/ou folhas mais 
desenvolvidas que os outros tratamentos. Essa característica pode ser benéfica na 
aclimatização, pois evidencia maior rusticidade da plântula, que sofre com a perda 
de água, alterações na umidade relativa, temperatura e intensidade luminosa 
(SOUZA; COSTA; SILVA NETO, 2006; GEORGE; DEBERGH, 2008; ROCHA et al., 
2008). 
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Muito se discute acerca do processo de desinfestação de explantes para a 
propagação in vitro. Com o gênero Dalbergia encontram-se trabalhos com a 
desinfestação de diversos explantes utilizando-se diferentes produtos, como o 
hipoclorito de sódio (MELLO, 1996; ALI et al., 2012), fungicidas (MELLO, 1996; 
VIBHA et al., 2014), ácido clorídrico (REHMAN et al., 2012) e, o mais comum, o 
cloreto de mercúrio (RAO, 1986; SITA; CHATTOPADHYAY; TEJEVATHI, 1986; RAI; 
CHANDRA, 1989;  PRADHAN et al., 1998; PRADHAN; PATTNAIK; CHAND, 1998; 
SREEDEVI; PULLAIAH, 1999; PATTNAIK et al., 2000; SINGH et al., 2002; 
THIRUNAVOUKKARASU et al., 2010; BOGA; RAM; REDDY, 2012; VIBHA et al., 
2014). 
O cloreto de mercúrio (HgCl2) é um composto bastante solúvel em solventes 
orgânicos e altamente permeável nas membranas biológicas, mas extremamente 
nocivo por ser um agente neurotóxico, além de desencadear uma distribuição 
anormal dos cromossomos, que pode levar a doenças graves, muitas vezes 
hereditárias, não se recomendando a utilização desse produto como agente 
desinfestante (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007; BUENO et al., 2011). 
O hipoclorito de sódio, similarmente, apresenta alta permeabilidade nas 
membranas biológicas, devido ao cloro, inibindo a proliferação de microrganismos, 
que somado ao baixo custo do produto, é bastante difundido na propagação in vitro 
(DONINI et al., 2005; OYEBANJI et al., 2009).  
Recomenda-se para a desinfestação de sementes de Dalbergia nigra a 
imersão em álcool 70% por um minuto e em NaClO por 15 minutos. Contudo, houve 
a necessidade de analisar o nível de fitotoxicidade e citotoxicidade do NaClO em 
plantas, para observar possíveis alterações na germinação e proliferação celular 
(CHAROENYING; TEERARAK; LAOSINWATTAN, 2010). 
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5.2 Toxicidade do NaClO em Lactuca sativa L. 
 
As sementes de Lactuca sativa L. são utilizadas para bioensaios por serem 
altamente sensíveis às condições do meio, muito por possuírem baixo tecido de 
reserva, fazendo com que absorvam com facilidade os compostos a que são 
submetidas (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; RODRIGUES et al., 2013). 
Somente no tratamento com a concentração mais baixa de NaClO (0,1%) houve 
germinação (Tabela 2), o que evidencia a fitotoxidez do produto. 
 
Tabela 2. Germinação de sementes, crescimento de plântulas, divisão celular, índice 
mitótico e alterações cromossômicas de células meristemáticas de Lactuca sativa L. após 
imersão em diferentes concentrações de NaClO 
Tratamentos [ ] (%) G (%) IVG CR (cm) CPA (cm) 
 0,1 84 0,96 3,99 b  1,46 b  
 0,5 0 0 0 0 
NaClO (%) 1 0 0 0 0 
 1,5 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 
Água -    98,4 a(1)  1,42 a  8,69 a  4,63 a  
Glifosato 0,01 97,6 b  1,38 b  4,25 b  1,37 b  
Tratamentos [ ] (%) I P M A 
 0,1 954 21,2  14,2 a  9,4 
 0,5 0 0 b  0 b  0 b  
NaClO (%) 1 0 0 b  0 b  0 b  
 1,5 0 0 b  0 b  0 b  
 2 0 0 b  0 b  0 b  
Água - 918 a  32 a  22 a  23,2 a  
Glifosato 0,01 996 b  2,4 b  0,6 b    1,0 b  
Tratamentos [ ] (%) T CD IM (%) AC (%) 
 0,1 1,2 46 4,6 7,2 
 0,5 0 b  0 b  0 b  0 ab  
NaClO (%) 1 0 b  0 b  0 b  0 ab  
 1,5 0 b  0 b  0 b  0 ab  
 2 0 b  0 b  0 b  0 ab  
Água - 3,8 a  81 a  8,11 a  0,6 a  
Glifosato 0,01 0 b    4 b  0,4 b  0,4 b  
 (1)
Médias seguidas pelas mesmas letras indicam semelhança significativa pelo teste de Dunnett 
(p<0,05). Legenda: [ ]. Concentração (%). Obs.: NaClO. Hipoclorito de sódio; G. Germinação (%); 
IVG. Índice de velocidade de germinação; CR. Comprimento de raiz (cm); CPA. Comprimento de 
parte aérea (cm); I. Células em interfase; P. Células em prófase; M. Células em metáfase; A. Células 
em anáfase; T. Células em telófase; CD. Células em divisão; IM. Índice mitótico (%). AC. Alterações 
cromossômicas (%). 
 
No comprimento de raiz e de parte aérea, a concentração de 0,1% de NaClO 
foi similar à testemunha glifosato. O glifosato é um herbicida sistêmico, usado como 
controle positivo em ensaios de fitotoxicidade e citotoxicidade, por agir diretamente 
sobre as raízes, de forma negativa e prolongada, além de apresentar genotoxicidade 
(ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; RODRIGUES et al., 2013). 
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O NaClO retarda o processo de divisão celular, não chegando a ser tão nocivo 
quanto ao glifosato, cujo mecanismo de ação em plantas está relacionado com a 
enzima enolpiruvalchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPs), interferindo na síntese do 
corismato, precursor imediato dos aminoácidos triptofano, tirosina e fenilalanina, e 
nos seres humanos tem tendência crescente de correlação com várias doenças 
degenerativas, especialmente com o aumento do autismo em crianças (NEVISON, 
2014).  
Entretanto, com o NaClO, há diminuição de células em divisão e no índice 
mitóticom e gera efeitos clastogênico (ponte anafásica e quebra cromossômica) e 
aneugênico (perda e atraso na formação de cromossomos) nas células (Figura 3), o 
que explica os resultados inferiores nas variáveis germinação, índice de velocidade 
de germinação, comprimento de raiz e parte aérea (ANDRADE; DAVIDE; 
GEDRAITE, 2010). 
 
Figura 3. Células meristemáticas de raízes de Lactuca sativa L. expostas ao NaClO 0,1% 
em (A) anáfase normal, com (B) ponte anafásica, em (C) metáfase normal e com (D) quebra 
cromossômica na metáfase com cromossomos isolados. Escala: 10 µm. 
 
   
 
Este fato explica o alto número de plântulas anormais com a espécie 
Dalbergia nigra nos tratamentos com maior tempo de exposição ao NaClO, pois 
esse produto é de difícil remoção e, apesar dos tratamentos serem expostos à 
mesma concentração, o contato prolongado das sementes ao produto desencadeou 
quantidades elevadas de alterações celulares, o que reforça a necessidade da 
busca por um protocolo de desinfestação mais efetivo, porém, com menores efeitos 
danosos ao explante, como observado no presente estudo expondo as sementes de 
Dalbergia nigra por 15 minutos ao NaClO. 
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5.3 Cauligênese in vitro de explantes juvenis de Dalbergia nigra 
 
Na interação entre o tipo de explante e a concentração de BAP no meio de 
cultura, houve diferença significativa, em nível de 5% de probabilidade, para as 
variáveis altura de broto, matéria seca de calo e matéria seca total (Figura 4). 
 
Figura 4. (A) Altura de brotos, (B) matéria seca de calo e (C) matéria seca total de explantes 
de Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. após 30 dias de cultivo in vitro em meio de 
cultura com diferentes concentrações de 6-benzilaminopurina. **Significativo em nível de 5% 
de probabilidade. Abreviação: PMET. Ponto de máxima eficiência técnica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
É possível notar que houve um crescimento no alongamento do explante 
ápice em concentrações mais altas de BAP, todavia é importante observar que esse 
possui número de brotações baixo quando comparado ao explante nó cotiledonar, 
que tem uma tendência decrescente na altura dos brotos com a inserção de BAP no 
meio de cultura.  
Isso pode ser explicado pelo alto nível de auxina no ápice, região de síntese 
desse hormônio determinante na dominância apical, e, com a aplicação de citocinina 
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exógena, há um maior equilíbrio pelo balanço hormonal. O explante nó cotiledonar, 
por estar situado próximo da zona de transição caule/raiz, apresenta maior equilíbrio 
entre os hormônios naturalmente e a aplicação de quantidades elevadas de 
reguladores de crescimento interfere negativamente. 
No presente estudo, observou-se que a concentração de 8,88 µM de BAP é 
benéfica para a formação calogênica (Figura 4.B) em todos os explantes. Há a 
possibilidade de organogênese indireta, entretanto é necessário verificar o tipo de 
calo desenvolvido. Nos explantes analisados, os calos em sua maioria eram 
compactos, inviabilizando a organogênese indireta. 
O explante nó cotiledonar apresentou valores superiores em todas as 
variáveis, obtendo maior sucesso em relação a outros explantes (Tabela 3), 
corroborando com os resultados de Mello (1996), além de outras espécies do 
gênero, como a Dalbergia sissoo Roxb., a Dalbergia latifolia Roxb. e a Dalbergia 
paniculata Roxb (PRADHAN et al., 1998; PRADHAN; PATTNAIK; CHAND, 1998; 
SREEDEVI; PULLAIAH, 1999). 
 
Tabela 3. Explantes juvenis na cauligênese in vitro de Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex 
Benth. 
Explantes NB NF AB (cm) MSPA (mg) MSC (mg) MST (mg) 
Apical   1,16 b(1) 0,29 ab 1,07 b 3,49 a 18,60 b 18,24 b 
Nó cotiledonar 2,48 a 0,44 a 1,36 a 2,80 a 26,14 a 30,08 a 
Raiz 0,28 c 0,26 b 0,15 c 0,63 b 19,97 b 15,23 b 
 (1)Médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviações: 
NB. Número de brotos; NF. Número de folhas; AB. Altura de broto (cm); MSPA. Matéria seca de parte 
aérea (mg); MSC. Matéria seca de calo (mg); MST. Matéria seca total (mg). 
 
No geral, os explantes de plântulas são mais responsivos que os originados 
de plantas adultas, com certo destaque para o nó cotiledonar, pela eficiência e 
facilidade deste explante em promover brotos saudáveis e vigorosos devido à 
natureza proliferativa das gemas axilares sendo bastante usado atualmente na 
morfogênese de plantas lenhosas (DISTABANJONG; GENEVE, 1997; 
DANESHVAR-ROYANDEZAGH; KHAWAR; OZCAN, 2009; UGANDHAR et al., 
2012; AZIZ et al., 2018; XIONG et al., 2018). 
Uma das razões para esse sucesso do nó cotiledonar (2,48 brotos explante-1) 
é que, além do tecido apresentar alto grau de juvenilidade, há a remoção do ápice 
caulinar e das raízes, regiões de síntese de auxinas e estrigolactonas, hormônios 
que controlam a dominância apical da planta (TAIZ et al., 2017). Com isso, as 
citocininas endógena e exógena (BAP) podem atuar com mais facilidade para a 
emissão de brotações pelas gemas axilares do nó cotiledonar. 
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A suplementação do meio de cultura com BAP resultou em diferença 
significativa, em nível de 5% de probabilidade, para as variáveis altura de brotos, 
número de folhas por broto, matéria seca de broto, matéria seca de calo e matéria 
seca total (Figura 5). A aplicação de BAP nas concentrações utilizadas não foi 
benéfica para a cauligênese de Dalbergia nigra. 
 
Figura 5. (A) Número de brotos, (B) número de folhas por broto, (C) altura de brotos, (D) 
matéria seca de broto, (E) matéria seca de calo e (F) matéria seca total de explantes de 
Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. após 30 dias de cultivo in vitro em meio de cultura 
com diferentes concentrações de 6-benzilaminopurina. **Significativo em nível de 5% de 
probabilidade. Abreviação: PMET. Ponto de máxima eficiência técnica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Houve uma queda na matéria seca de brotos, mas com leve aumento na 
maior concentração de BAP e uma queda significativa no número de folhas (Figura 
5.B), evidenciando um baixo desenvolvimento das brotações com o aumento da 
citocinina exógena. Este comportamento também foi observado para outras espécies 
do mesmo gênero, Dalbergia sissoo Roxb. e Dalbergia retusa Hemsl., nas quais em 
maiores concentrações de BAP houve decréscimo significativo na formação de 
gemas e no número de brotos por explante (SINGH et al., 2002; CERDAS; 
GUZMÁN, 2004). 
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É necessário maiores investigações quanto à suplementação de meios de 
cultura com citocininas, uma vez que, em excesso, essas podem levar a respostas 
indesejadas para a cauligênese, como a falta de alongamento das brotações, 
redução no número de folhas e a vitrificação, além provocar alterações genéticas 
(NARAYANASWAMY, 1977; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 
Em estudos anteriores com Dalbergia nigra observaram que a presença de 
BAP, associado a auxinas, no meio de cultura estimula a formação de calos, assim 
como em outras espécies do mesmo gênero, como a Dalbergia latifolia Roxb. e a 
Dalbergia sissoo Roxb. (RAI; CHANDRA, 1989; GULATI; JAIWAL, 1996; SARTOR et 
al., 2014). Isso pode ocorrer devido à citocinina ser promotora de divisão celular e o 
explante bastante juvenil, e, com a interferência no balanço auxina/citocinina levou à 
proliferação de calos (Figura 6), compactos ou friáveis (TAIZ et al., 2017). 
 
Figura 6. Explantes de nó cotiledonar de Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. após 30 
dias de cultivo em meio de cultura com 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentrações (A) 0, 
(B) 4,44 e (C) 8,88. Escala: 1 cm. 
 
 
  
 
Portanto, as concentrações de BAP testadas nos explantes juvenis da 
espécie Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. não foram satisfatórias para a 
cauligênese. 
 
5.4 Rizogênese in vitro de explantes juvenis de Dalbergia nigra 
 
Houve diferença significativa, em nível de 5% de probabilidade, para as 
seguintes variáveis: número de folhas, altura de brotos, comprimento de raiz, matéria 
seca da raiz e matéria seca total (Figura 7). 
A                                 B                         C 
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Figura 7. (A) Número de brotos, (B) número de folhas, (C) comprimento de broto (CB) (cm), 
(D) número de raízes, (E) comprimento de raiz (CR) (cm), (F) matéria seca de parte aérea 
(MSPA) (mg), (G) matéria seca de calo (MSC) (mg), (H) matéria seca de raiz (mg) e (I)  
matéria seca total (D) de brotos de Dalbergia nigra (Vell.) Allemão ex Benth. após 30 dias de 
cultivo in vitro em meio de cultura com diferentes concentrações de ácido indol-3-butírico 
(AIB).**Significativo em nível de 5% de probabilidade. Abreviação: PMET. Ponto de máxima 
eficiência técnica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota-se uma queda na qualidade dos brotos com adição de AIB no meio de 
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alométrico, ou seja, o desenvolvimento maior do sistema radicular em relação a 
parte aérea. Isso se dá devido à perda do controle homeostático pela alta 
concentração de auxina, que se torna extremamente tóxica para as células, por isso 
é essencial analisar o balanço auxina/citocinina para atingir o objetivo desejado 
(TAIZ et al., 2017). Contudo, somente o meio basal não estimula um bom 
enraizamento dos brotos de Dalbergia nigra, observado pelo menor comprimento e 
matéria seca de raiz estatisticamente inferior aos tratamentos com maior 
concentração de AIB. 
O crescimento radicular foi maior nas concentrações 4,92 e 9,84 µM de AIB, 
corroborando com dados de Sita e Swamy (1993) para Dalbergia latifolia Roxb. É 
possível observar também que há um maior espessamento das raízes no tratamento 
com 14,76 µM de AIB, com baixo crescimento e maior matéria seca. 
Outros autores também observaram esse comportamento nocivo do excesso 
de AIB em diferentes explantes de espécies do gênero Dalbergia, como em 
brotações juvenis de plantas adultas e em cotilédones de Dalbergia sissoo Roxb. e 
em gemas axilares de plantas juvenis e adultas de Dalbergia latifolia Roxb. 
(PRADHAN et al., 1998; SINGH et al., 2002; JOSHI et al, 2003; BOGA; RAM; 
REDDY; 2012). 
A concentração de 4,92 µM de AIB determinou crescimento radicular sem 
prejudicar de forma severa o desenvolvimento das brotações (Figura 7.A, B, C). É 
possível que o nível auxínico do explante seja alto e, com pequeno estímulo 
exógeno já é possível obter o resultado esperado. 
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6 CONCLUSÕES 
 
Para a maior desinfestação e menores efeitos danosos às plântulas, 
recomenda-se que as sementes sejam submetidas ao tratamento com álcool 70% 
por um minuto e ao NaClO comercial (2,0-2,5% de cloro ativo) por 15 minutos. 
As concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP) testadas em meio de cultura 
com explantes juvenis não são satisfatórias para a cauligênese. 
Recomenda-se a concentração de 4,92 µM de ácido indol-3-butírico (AIB) em 
meio de cultura por contribuir no crescimento e desenvolvimento radicular, sem 
prejudicar de forma severa o desenvolvimento das brotações. 
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